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RESUMO 

Este estudo avaliou as propriedades mecânicas do osso e características 

estruturais no fêmur de ratos diabéticos submetidos à oxigenação hiperbárica 

(OH). Vinte e quatro ratos foram divididos em quatro grupos (n=6): Controle 

(GC); Controle + OH (CH); Diabetes (GD) e Diabetes + OH (DH). As sessões 

de terapia por OH foram realizadas a cada 48 horas e começaram 30 dias após 

a indução com estreptozotocina. O sacrifício de todos os animais ocorreu 60 

dias após a indução do diabetes mellitus (DM). Teste de flexão a três pontos e 

espectroscopia no infravermelho transformada de Fourier (FTIR) foram 

realizados para obtenção das propriedades mecânicas (força máxima, rigidez e 

energia) e estruturais (razão das ligações cruzadas em amida I (AI), índice de 

cristalinidade (IC) e proporção entre colágeno e mineral (M:MI e M:MIII). Foi 

aplicado o teste ANOVA TWO-WAY seguido do teste de Tukey, sendo a 

diferença estatística considerada quando α < 0,05. Na análise mecânica GD e 

DH apresentaram menores valores de força, rigidez e energia comparados aos 

animais sadios GC e CH (p<0,007). Porém houve aumento na força e rigidez 

nos grupos com OH (CH e DH) comparando-os com GC e GD (p<0,042). As 

análises do FTIR mostraram que em GD houve redução de ligações cruzadas 

maduras comparando-o com os outros grupos (GC, CH e DH) (p=0,003). Os 

valores de IC reduziram em GD e DH quando comparados com GC e CH 

(p=0,034). A razão colágeno/mineral em M:MI não apresentou diferença 

estatística entre os animais dos grupos GC, CH, GD e DH (p>0,278). Em M:MIII 

houve aumento da proporção colágeno/mineral em DH comparado com GC e 

GD (p=0,035). Os resultados sugerem que o DM altera a arquitetura estrutural 

da hidroxiapatita e colágeno, caracterizada pela redução na capacidade em 

absorver energia, na força máxima à fratura, na rigidez e no aumento do risco 

de fratura. Além disso, a OH mostrou ser um importante tratamento ao 

melhorar propriedades no osso de ratos diabéticos. 

 

Palavras-chave: Diabetes Mellitus, tecido ósseo, oxigenação hiperbárica  
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ABSTRACT 

 

The present study evaluate the bone mechanical properties and structural 

characteristics in femur of diabetic rats submitted to hyperbaric oxygen therapy 

(HBO). Twenty-four rats were divided into groups, as follows: Control (CG); 

Control + HBO (CH); Diabetes (DG) and Diabetes + HBO (DH). The HBO was 

performed each 48h and started 30 days after streptozotocin diabetic induction. 

All animals were euthanized 60 days after diabetic induction. The mechanical 

properties, crosslink ratio (AI), crystallinity index (CI) and two mineral:matrix 

ratio (M:MI and M:MIII) were quantified in the femurs. ANOVA TWO-WAY and 

Tukey test were applied, statistical differences were considered when α < 0,05. 

In mechanical analysis, DG and DH showed lower values of strength, stiffness 

and energy than healthy animals CG and CH (P<0.007). However, there were 

increase strength and stiffness in HBO groups (CH and DH) compared with CG 

and DG (P<0.042). Fourier Transform Infrared Spectroscopy analyses showed 

that in DG there was decrease of mature crosslinks compared another groups 

(CG, CH and DH) (P=0.003). The CI values was reduced in DG and DH, 

compared with CG and CH (P=0.034). Mineral:matrix ratio the M:MI showed no 

statistical difference between CG, CH, DG and DH (P>0.278). In M:MIII there 

was increase of matrix mineral ratio in DH compared to CG and DG (P=0.035). 

The results suggest that the diabetic change the architecture of hydroxyapatite 

and collagen, characterized by reduction in the capacity to absorb energy, 

strength, stiffness and increase risk of fracture. However, HBO showed that 

important treatment to improved bone properties in diabetic rats. 

 

 

 

 

Keywords: Diabetes Mellitus, bone tissue, hyperbaric oxygen 
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1 INTRODUÇÃO E REFERENCIAL TEÓRICO 

Diabetes mellitus (DM) corresponde ao grupo heterogêneo de 

doenças caracterizadas pelo quadro de hiperglicemia decorrente de alterações 

na secreção e/ou na ação da insulina. Ao longo das últimas três décadas, a 

incidência global de DM cresceu de 30 milhões em 1985, para 382 milhões em 

2014 (Wild, 2004; Leon & Maddox, 2015). As últimas estimativas da Federação 

Internacional de Diabetes indicam que 592 milhões de indivíduos - 1 em cada 

10 pessoas - no mundo terão DM em 2035 (Aguirre et al., 2013; Leon & 

Maddox, 2015). 

As complicações tardias do DM afetam principalmente vasos 

sanguíneos, nervos, rins e olhos. A patogênese dessas complicações é 

complexa e envolve acometimento macro e microvascular, decorrentes do 

quadro de hiperglicemia. O DM provoca diversas alterações pancreáticas, 

aterosclerose e suas consequências como infarto do miocárdio e acidente 

vascular cerebral, arterioesclerose hialina, glomerulopatia e nefropatia, 

miocardiopatia, neuropatia e alterações oculares que incluem retinopatia, 

catarata e glaucoma (Riella, 2002; ADA, 2004). 

Estudos clínicos também têm associado os efeitos do DM nos ossos, 

indicando osteopenia, redução da densidade óssea, atraso na consolidação 

das fraturas e aumento no tempo de reparo ósseo em pacientes diabéticos 

quando comparados com pacientes normoglicêmicos (Reddy et al., 2001; 

Vestergaard et al., 2005; Saller et al., 2008).  Estudos com ratos e 

camundongos com DM verificaram redução da densidade óssea e do conteúdo 

mineral, além de diminuição dos níveis séricos de osteocalcina e da resistência 

biomecânica (Reddy et al., 2001). 

Existem evidências que pacientes com DM têm maior risco à fratura 

em relação a indivíduos sadios, mesmo apresentando níveis normais de 

densidade mineral óssea (DMO), o que indica que este aumento em fragilidade 

óssea de diabéticos não estaria restrito apenas à DMO destes pacientes, mas 
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principalmente a uma redução em qualidade óssea e consequente diminuição 

de resistência (Vestergaard, 2007; Janghorbani et al., 2007). 

O osso é um órgão do corpo humano extremamente complexo, 

considerado o principal reservatório de íons do organismo, como cálcio, fosfato 

e sódio, ele ainda armazena a medula óssea em seu interior. Além disso, está 

relacionado à regulação do metabolismo energético e exerce funções 

mecânicas a partir do envolvimento com os músculos e movimento corporal 

(Dempster, 2006; Wei & Ducy, 2010). Os elementos estruturais dos ossos são 

organizados de forma hierárquica desde o menor ao maior nível da escala de 

comprimento (Felsenberg & Boonen, 2005). No menor nível da escala a 

estrutura óssea possui basicamente componentes orgânicos e inorgânicos, os 

quais conferem aos ossos características como flexibilidade e rigidez 

(Dempster, 2006). A matriz orgânica é composta por uma matriz extracelular 

flexível e resistente constituída por proteoglicanos, proteínas não colagenosas 

e, principalmente colágeno tipo I, molécula formada por três cadeias 

polipeptídicas organizadas em tripla hélice (Dempster, 2006). 

Enquanto isso, no interior desta matriz encontram-se os 

componentes rígidos ou minerais ósseos, como cálcio e fosfato, na forma de 

hidroxiapatita (Dempster, 2006). As moléculas de colágeno formam uma rede 

de moléculas praticamente equidistantes entre si a cada 67 ηm de distância 

(Bailey, 2001). Neste espaço ocorre a deposição de cristais entre as moléculas 

de colágeno e na superfície das mesmas (Dechichi et al., 2007).  A união entre 

estes componentes orgânicos e inorgânicos tem como resultado uma rede de 

fibrilas colágenas mineralizadas (Currey, 2006).  

Estudos com espectroscopia no infravermelho transformada (FTIR) 

que visam caracterizar estruturalmente o osso por meio da absorbância da 

energia vibracional das moléculas que compõem a matriz óssea têm 

demonstrado que os grupos de amida dos polipeptídios e proteínas possuem 

um número de modos vibracionais ou grupo de frequências característico 

(Changa & Tanaka, 2002). Dessa forma, principalmente a amida primária (I), 

secundária (II) e terciária (III), presentes no espectro ósseo, têm sido 
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diretamente ligadas à conformação estrutural polipeptídica da molécula de 

colágeno, compreendendo as ligações cruzadas entre as moléculas de 

colágeno e a interação entre estas moléculas e os nano cristais de 

hidroxiapatita (Changa & Tanaka, 2002). 

Ligações cruzadas enzimáticas entre as moléculas de colágeno 

equidistantes têm papel fundamental na estabilidade da rede colagenosa (Rho 

et al., 1998; Barth et al., 2011). Inicialmente, as ligações imaturas conectam as 

moléculas maduras que interligam as fibrilas colágenas. Por outro lado, 

ligações cruzadas não enzimáticas, como os produtos finais de glicosilação 

avançada (AGEs) decorrentes do quadro de hiperglicemia, associados às 

moléculas de colágeno, podem estabelecer conexões intra e interfibrilar fracas, 

aumentando a fragilidade óssea (Bailey, 2001). 

A natureza hierárquica da estrutura dos ossos é a base para o 

entendimento de suas propriedades mecânicas, como resistência e tenacidade 

à fratura. Assim, a integridade mecânica está intimamente ligada a 

mecanismos intrínsecos e extrínsecos de tenacidade dos ossos (Ritchie, 1999). 

Os mecanismos intrínsecos originam-se da nano escala hierárquica 

de comprimento e referem-se à influência da estrutura do osso e das 

deformações à frente da ponta de uma trinca provocada. Estes mecanismos 

visam proteger a integridade óssea principalmente a partir da geração de 

plasticidade (Ritchie, 1999). Quando o osso se encontra sob deformação 

elástica as fibrilas colágenas mineralizadas tendem a alongar-se, de forma que 

características nano estruturais, como as ligações cruzadas de colágeno, 

auxiliam neste alongamento que contribui para deformação das fibrilas (Silver 

et al., 2000; Siegmund et al., 2008). Por outro lado, os cristais contribuem com 

aumento na rigidez das fibrilas (Nair et al., 2013). Outra característica 

importante quanto aos mecanismos intrínsecos equivale ao deslizamento 

interfibrilar, o qual confere a plasticidade ao osso devido ao fato de estudos 

mostrarem que durante a deformação elástica do osso a deformação das 

fibrilas também aumenta proporcionalmente, sendo que durante a deformação 

plástica a deformação fibrilar tende a ser constante mesmo com a deformação 
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dos outros componentes da amostra (Barth et al., 2011; Zimmermann et al., 

2013). Alterações na matriz colágena, especialmente nas ligações cruzadas 

entre as fibrilas colágenas teriam papel crucial neste mecanismo deslizante 

(Zimmermann et al., 2013). A presença de proteínas não colagenosas ou 

fibrilas colágenas entre as estruturas hierárquicas da escala de comprimento, 

sejam elas moléculas de colágeno, fibrilas, fibras ou lamelas, formariam uma 

espécie de cola que facilitaria também a deformação plástica (Nalla et al., 

2003). 

Resistência à propagação de trinca também ocorre porque o 

crescimento desta trinca ativa os mecanismos extrínsecos, os quais localmente 

visam proteger a trinca da força aplicada. Os mecanismos extrínsecos 

originam-se da microescala hierárquica de comprimento, na qual a presença 

dos componentes dos ósteons interagem ao longo das trincas. A capacidade 

do tecido de formar micro trincas à frente da trinca principal, por exemplo, 

reduz o campo de tensão à frente da trinca principal e aumenta o raio de 

propagação da mesma, de forma que é necessário aumento da tensão na 

frente da trinca principal para indução de formação de novas trincas (Dooley et 

al., 2012). A formação de pontes entre trincas, deflexão ou torção das trincas 

como consequência à trinca principal induz a mudança de direção da trinca 

principal e mudança no plano de propagação, ocasionando em proteção extra e 

aumento da resistência mecânica do osso. A linha cimentante é o caminho de 

menor resistência para a propagação da trinca. Dessa forma, quando a trinca 

chega a esta região mais mineralizada, ela se propaga gerando superfícies 

mais planas, porém quando a trinca se propaga transversalmente no canal de 

Harvers, a superfície se torna mais irregular, alterando o sentido e a forma de 

propagação dessa trinca (Nalla et al., 2003;). 

Possível redução da enzima lisil oxidase no meio extracelular 

aumentaria o número de moléculas de colágeno com as terminações Lis ou 

Hidroxilisina livres, possibilitando a formação de ligações cruzadas não 

enzimáticas irreversíveis por meio de glicosilação ou oxidação (Seeman & 

Delmas, 2006). A glicosilação destas terminações possibilita a formação das 
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AGEs, que em grande quantidade podem propiciar fibrilas colágenas mais 

friáveis, com consequente acúmulo de micro danos e posterior deterioração de 

tenacidade e resistência (Saito et al., 2008).  

Para avaliar processos de reparo e alterações fisiológicas e 

patológicas do tecido ósseo, olhares atentos aos componentes biológicos e 

mecânicos são imperativos. O ensaio de flexão tem sido empregado para 

obtenção da força máxima resistida pelo tecido, do trabalho necessário para 

gerar o dano e ainda a rigidez relativa frente à fratura (van Lenthe et al., 2008). 

Outra ferramenta importante para avaliar os componentes moleculares e 

biológicos de determinada amostra é a Espectroscopia de Infravermelho (FTIR) 

(Boskey et al., 2005; Barth et al., 2011). Fica claro no estágio de evolução da 

ciência que o uso de metodologias não destrutivas, como ensaios mecânicos e 

caracterização material, podem melhor responder a importantes e relevantes 

questões pertinentes à pesquisa científica voltada à saúde. 

Algumas terapias têm sido utilizadas a fim de reduzir os efeitos do 

DM no corpo humano, como a terapia medicamentosa, a laserterapia e a 

oxigenação hiperbárica (OH) (Beckmann et al., 2014; Saraiya & Martin, 2015). 

A OH tem acelerado a reparação de feridas e reduzido as taxas de amputação 

em diabéticos (Bishop & Mudge, 2012; Löndahl, 2013). Estudos demonstraram 

que a OH aumenta os níveis de BMP-2, sialoproteína óssea (BSP), 

osteocalcina (OC) e IL-10, diminui os níveis de IL-1 e IL-6, reduz a resposta 

inflamatória, acelera a osteogênese, além de acelerar o processo de 

remodelação óssea em fraturas (Kawada et al., 2013; Al Hadi et al., 2015) e em 

defeitos críticos (Jan et al., 2009). Pesquisadores também têm relatado a 

influência da OH na aceleração da síntese de colágeno estruturalmente 

organizado com consequente regeneração óssea em lesões ou úlceras (Gurdol 

et al., 2010; Al Hadi et al., 2015; Sammarco et al., 2015).  
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2 PROPOSIÇÃO 

O objetivo do presente estudo foi avaliar as propriedades mecânicas 

e as características estruturais da hidroxiapatita e matriz colágena em fêmur de 

ratos diabéticos, submetidos à terapia de OH. A hipótese do estudo foi que a 

OH melhoraria as propriedades mecânicas e estruturais da matriz óssea em 

ratos diabéticos. 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Delineamento Experimental 

Neste estudo, foram utilizados 24 ratos machos (Ratthus 

norvegicus), da linhagem Wistar, clinicamente sadios com peso entre 240 e 

280g. Os animais foram mantidos no depositário de animais da área de 

Ciências Fisiológicas (ARFIS) do Instituto de Ciências Biomédicas (ICBIM) da 

Universidade Federal de Uberlândia (UFU) em estantes climatizadas a 

temperatura de 22°C e ciclo claro-escuro de 12 horas, com ração e água ad 

libitum. Os animais foram aleatoriamente separados em quatro grupos (n=6): 

Controle (GC); Controle + OH (CH); Diabetes (GD) e Diabetes + OH (DH). A 

OH iniciou 30 dias após a indução do diabetes sendo realizada a cada 48 horas 

durante 30 dias. O sacrifício dos animais ocorreu 60 dias após a indução do 

diabetes (Figura 1). 

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas 

do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), com aprovação 

prévia do CEUA-UFU (Protocolo 026/14). 
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Figura 1: Distribuição dos animais nos grupos de acordo com o tratamento. 

Grupos: GC – Controle, CH – Controle + OH, GD – Diabetes, DH – Diabetes + 

OH. Dia 0: Indução do DM; 30 dias: Início da terapia com OH; 60 dias: 

eutanásia. 

3.2 Indução de Diabetes Mellitus (DM)  

A indução do DM nos animais dos grupos GD e DH foi realizada com 

administração endovenosa de estreptozotocina (STZ) (Sigma-Aldrich, St Louis, 

MO, EUA) na dosagem de 65mg/kg de peso corporal diluída em tampão citrato 

0,01M. Esta droga produz efeito tóxico sobre as células pancreáticas, induzindo 

modelo de Diabetes mellitus tipo 1 (Delfino et al., 2002). 

Previamente à indução, os ratos foram mantidos em jejum absoluto 

durante 24h. Após este período, foi realizada anestesia intraperitoneal 

utilizando 0,07ml/100g do relaxante muscular cloridrato de xilazina 2% 

(Cristália®, São Paulo, SP, Brazil) e 0,1ml/100g do anestésico e analgésico 

cloridrato de quetamina 10% (Cristália®, São Paulo, SP, Brazil). Em seguida, a 

STZ foi administrada por via endovenosa por punção da veia peniana, na 

dosagem de 65 mg/kg de peso corporal, diluída em tampão citrato 0,01M. 

Posteriormente, os animais ficaram mantidos em caixas com maravalha em 

estantes climatizadas, com ração e água ad libitum.  
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A glicemia foi aferida 24 horas, 7, 15 e 30 dias após a indução para 

confirmação do DM coletando-se uma gota de sangue da cauda dos animais, 

utilizando glicosímetro Accu Check Active (Roche Diagnóstico Brasil Ltda., São 

Paulo, SP, Brasil). Os ratos que apresentaram glicemia maior que 200mg/dL 

foram considerados diabéticos.  

Durante a primeira semana após a indução, os animais diabéticos 

receberam a aplicação subcutânea de 1U de insulina R (Humulin® R, Lilly, 

Fegersheim, France) e 1U de insulina NPH (Humulin® N, Lilly, Fegersheim, 

France). Após esse período, os ratos receberam dosagens subcutâneas diárias 

de 1U de insulina NPH (Humulin® N, Lilly; Fegersheim, France) até o final do 

experimento.  

 

3.3 Oxigenação Hiperbárica (OH) 

Após 30 dias da indução do DM foram iniciadas as sessões de 

oxigenação hiperbárica nos grupos CH e DH. Os animais receberam 15 

sessões de OH, a cada 48 horas, no interior de câmaras “multiplaces” 

experimentais Ecobar 400 (Ecotec Equipamentos e Sistemas Ltda®, Mogi das 

Cruzes, SP, Brasil). Para cada sessão foram colocados 5 animais na câmara. 

Inicialmente, ocorria um período de compressão 0.3 ATA/min (ATA = 1 

atmosfera absoluta = 760mmHg) até atingir a pressão necessária para OH. 

Cada sessão teve duração de 90 minutos sob pressão de 2,5 ATA. Após este 

período, ocorria descompressão a 0.3 ATA/min e os animais eram removidos 

das câmaras. 

 

3.4 Obtenção dos espécimes 

Os animais foram submetidos à eutanásia, 60 dias após a indução 

do diabetes, por meio de aprofundamento anestésico e deslocamento cervical, 

seguindo os princípios da Declaração dos Direitos dos Animais. Em seguida os 

dois fêmures foram removidos por desarticulação e imediatamente 
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acondicionados em gaze estéril embebida em PBS 0,1M e congelados em 

freezer (-20ºC), até o momento da realização do teste mecânico. 

 

3.5 Teste Mecânico 

Para realização do teste mecânico, os fêmures foram removidos do 

freezer 24 horas antes e colocados em tubos falcon de 50 ml contendo PBS 0,1 

M na geladeira, depois mais 4 horas em temperatura ambiente antes de 

começar o teste. Cada fêmur foi submetido a ensaio mecânico de flexão em 

três pontos até a falha, usando máquina de ensaios de materiais (EMIC DL 

2000, EMIC Equipamentos e Sistemas de Ensaio Ltda, São José dos Pinhais, 

Brasil). Cada fêmur foi posicionado horizontalmente sobre dois apoios do 

dispositivo da máquina a uma distância de 16mm, sendo a cabeça do fêmur 

voltada para o lado esquerdo e a face patelar para o direito. A ponta aplicadora 

de carga (acoplada à célula de carga EMIC com capacidade de 50kgf) foi 

posicionada no centro do fêmur e foi aplicada carga na direção vertical e no 

sentido anteroposterior do fêmur a uma taxa de carregamento constante de 1,0 

mm / min até o momento de ruptura do osso (Figura 2).  
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Cada incremento de carga aplicada ao fêmur registrou sua 

deformação correspondente, os quais originaram o gráfico carga x deformação 

Figura 2: Posicionamento do fêmur na máquina de ensaio mecânico para 

realização do ensaio de flexão a três pontos. I – Imagem geral: Célula de 

carga (50kgf) (A); ponta aplicadora de carga (B); fêmur posicionado (C); 

suporte com dispositivo de assentamento da amostra (D).  II – Imagem 

ampliada do conjunto representado em B, C e D. 
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(Figura 3). A partir dos dados provenientes do gráfico obteve-se as 

propriedades mecânicas, como força máxima (Fmax; N), rigidez (S; N/mm) e 

energia absorvida (mJ).  

A força máxima (N) é utilizada como critério de avaliação de 

resistência e equivale ao maior valor de carga com sua deformação 

correspondente observada em cada ensaio. A rigidez (N/mm) é obtida pelo 

cálculo da inclinação da curva carga x deformação na região linear do gráfico. 

A energia absorvida (mJ) é a capacidade do material absorver energia quando 

deformado elasticamente e readquirir a forma inicial quando a carga que 

provocou a deformação é removida. O cálculo desta energia absorvida equivale 

à área abaixo da curva carga x deformação na região elástica, delimitada pelo 

triângulo OAB da figura (Figura 3).  

 

 

Figura 3: Gráfico carga x deformação utilizado para determinação das 

propriedades mecânicas, ilustrando a força máxima, a rigidez a partir do 

cálculo da inclinação da curva AO- (Tan θ) e a área da região elástica AOB 

que corresponde à energia absorvida pelo material na fase elástica. 
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3.6 Espectroscopia no infravermelho transformada de Fourier (FTIR) 

Após o ensaio de flexão a três pontos obteve-se dois segmentos do 

fêmur, resultantes da fratura. Esses foram analisados por espectroscopia no 

infravermelho transformada de Fourier, utilizando o espectrômetro FTIR Vertex 

70 (Bruker, Ettlingen, Germany), com a técnica de reflexão total atenuada 

(ATR). A espectroscopia consiste na interação entre ondas eletromagnéticas 

do equipamento e átomos de determinada amostra com posterior absorbância 

pelo espectrômetro da energia proveniente das vibrações atômicas específicas 

de cada composto molecular da amostra (Sala, 2008).  

Parte da diáfise remanescente, foi seccionada utilizando disco de 

diamante com irrigação constante para obter os segmentos ósseos. Foram 

realizados cortes longitudinal e transversal à diáfise, de modo a obter um 

segmento de 12mm2 da cortical. Esses foram divididos em 3, obtendo-se 3 

segmentos de 4mm2. Previamente às análises do FTIR, as amostras foram 

colocadas em água deionizada por 20 minutos e posteriormente foram 

mantidas em dessecador por 24 horas (Figuras 4 e 5).  
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Figura 4: Obtenção dos segmentos da cortical do fêmur para realização do 

FTIR. Cortes longitudinal (A) e transversal à diáfise, de modo a obter um 

segmento de 12mm2 da cortical (C). Esses foram divididos em 3, obtendo-se 

3 segmentos de 4mm2 (D). 
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Os parâmetros de análise espectroscópica foram: Intervalo de 

Aquisição: 400 - 4000 cm-1; Intervalo de dados 2 cm-1; Velocidade de aquisição 

0,6329 cm-1/s; Scans 32; e Scans Background: 32. 

As amostras foram reposicionadas a cada aquisição de espectro e o 

background foi realizado antes de cada medida. Foram realizados 4 tipos de 

análise no espectro:  

 

3.6.1 Ajuste de sub-bandas de amida I (AI) 

A banda de amida I está principalmente relacionada às vibrações de 

estiramento dos grupos carbonila (ligações C=O) presentes ao longo das 

cadeias polipeptídicas (Changa & Tanaka, 2002). Para calcular AI realizou-se a 

divisão entre os picos das ligações cruzadas enzimáticas maduras de 

piridinolina (PYR - 1660cm-1) e o pico das ligações cruzadas enzimáticas 

Figura 5: Segmento da cortical óssea sendo analisado por espectroscopia 

no FTIR Vertex 70. 
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imaturas de dihidroxinorleucina (DHLNL – 1690cm-1). Assim, quanto maior o 

valor de AI, maior será a quantidade de ligações cruzadas enzimáticas 

maduras na amostra (Barth et al., 2011).  

3.6.2 Análise de Cristalinidade – Índice de Cristalinidade (IC) 

Para calcular IC deve-se realizar a divisão entre os picos 551 e 

597cm-1 por 588cm-1.  Quanto maiores os valores de IC, maior será a ordem, 

organização e tensão dos cristais de hidroxiapatita. 

 

3.6.3 Razão das áreas das bandas Amida I + II / fosfato (M:MI) 

A banda de amida II está relacionada principalmente a vibrações de 

flexão entre N–H e vibrações de estiramento entre C–N presente nas ligações 

peptídicas (Changa & Tanaka, 2002).  

A razão da área integrada da banda de amida I + amida II (1520-

1720cm-1) pela área integrada da banda de fosfato (916-1180cm-1) corresponde 

à interação e proporção entre material orgânico e inorgânico. Além disso, a 

intensidade das bandas 1521, 1539, 1559 e1576 cm-1 aumenta quando ocorre 

redução dos níveis de ligações cruzadas, com consequente alteração 

estrutural. 

 

3.6.4 Razão das áreas das bandas Amida III + colágeno / fosfato (M:MIII) 

A banda de amida III é complexa e surge principalmente a partir de 

vibrações de estiramento entre C–N e vibrações de deformação entre N–H. 

Tem sido utilizada para estimação das ligações covalentes entre nano cristais 

de hidroxiapatita e moléculas de colágeno (Changa & Tanaka, 2002).  

A razão da área integrada da banda de amida III (1210-1270cm- 1) + 

duas bandas de colágeno (1269-1296cm-1; 1180-1213cm-1) pela área integrada 

da banda de fosfato (916-1180cm-1) corresponde à interação e proporção entre 

material orgânico e inorgânico.  



 

23 

 

Os dados provenientes das quatro análises do espectro ósseo foram 

registrados e analisados por meio do programa OPUS 6.5 (Bruker, Ettlingen, 

Germany) (Figura 6). Em seguida os testes estatísticos foram estabelecidos de 

acordo com a normalidade dos dados. 

 

 

 

 

3.7 Análise estatística 

Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade e 

homogeneidade. Em seguida foi aplicado o teste ANOVA TWO-WAY seguido 

do teste de Tukey, sendo a diferença estatística considerada quando α < 0,05. 

As análises foram realizadas com o programa estatístico Sigma Plot versão 

13.1 (Systat Software Inc, San Jose, CA, EUA). 

 

Figura 6: Espectro ósseo obtido do FTIR, utilizando o programa OPUS 6.5. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Estabelecimento do DM 

 Os animais considerados diabéticos (GD e DH) apresentaram 

hiperglicemia com índices glicêmicos superiores a 200mg/dl, redução de peso 

nas primeiras semanas, polifagia, polidipsia e poliúria, constatadas a partir do 

aumento no consumo de ração, água e excreção urinária, respectivamente. 

 

4.2 Teste Mecânico 

Na análise mecânica, os animais diabéticos (GD e DH) 

apresentaram redução nos valores de força máxima, rigidez e energia em 

comparação com os animais saudáveis (GC e CH) (p <0,007). No entanto, 

houve aumento na força máxima e rigidez quando utilizada a terapia com OH 

(CH e DH), em comparação com os animais sem tratamento (GC e GD) (P 

<0,042) (Tabela 1).  

Tabela 1: Valores de média e desvio padrão do teste mecânico. 

Testes/Grupos GC CH GD DH 

Força máxima 

117 ± 11.37 124 ± 11.63 100 ± 5.66 107 ± 8.86 

Ab Aa Bb Ba 

Energia 

38.8 ± 8.2 38.3 ± 8.37 30.6 ± 3.67 33 ± 8.69 

Aa Aa Ba Ba 

Rigidez 
366 ± 37.65 377 ± 26.02 233 ± 33.1 277 ± 43.03 

Ab Aa Bb Ba 

Grupos: GC – Controle, CH – Controle + OH, GD – Diabetes, DH – Diabetes + 

OH. Letra maiúscula: condição (saudável ou diabético); Letra minúscula: 

tratamento com ou sem OH. Valores com letras diferentes representam 
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diferenças estatisticamente significantes para cada parâmetro analisado 

(P<0,05). 

 

4.3 Espectroscopia no infravermelho transformada de Fourier - FTIR 

Na análise com FTIR foi possível identificar espectros característicos 

de tecido ósseo (Figura 7), com as principais bandas de absorção presentes no 

espectro infravermelho do osso: componentes de colágeno (Amida I, II e III), 

fosfato (PO4³-), carbonato (CO3²-), hidroxila (OH-) e água (H²O). 

 

 

 

 

 

 
Figura 7: Espectro de absorção na região do infravermelho do tecido ósseo. 
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Na análise de espectro do ajuste de sub-banda de amida I (AI), a 

análise estatística mostrou que houve diminuição da piridinolina (PYR) nos 

animais diabéticos sem tratamento (GD) comparando-os aos outros animais 

(GC, CH e DH) (P = 0,003). Os valores do índice de cristalinidade (IC) 

reduziram nos animais diabéticos (GD e DH), em comparação com os animais 

saudáveis (GC e CH) (P = 0,034). A relação ente matriz orgânica e inorgânica 

em M:MI não apresentou diferença estatística significante entre os animais 

saudáveis e diabéticos (GC, CH, GD e DH) (P> 0,278). Porém, em M:MIII 

houve aumento na proporção entre matriz orgânica e mineral nos animais 

diabéticos tratados (DH) quando comparado com os animais saudáveis e 

diabéticos sem tratamento (GC e GD) (P = 0,035) (Tabela 2).  

 

 

Tabela 2: Valores de média e desvio padrão da análise por FTIR-ATR. 

Testes/Grupos GC CH GD DH 

AI 

4.23 ± 0.88 3.83 ± 1.37 1.72 ± 1.12 3.83 ± 1.58 

Aa Aa Bb Aa 

IC 

3.01 ± 0.3 3.02 ± 0.38 2.48 ± 0.38 2.9 ± 0.33 

Aa Aa Ba Ba 

M:MI 

0.62 ± 0.38 0.6 ± 0.4 0.51 ± 0.28 0.82 ± 0.37 

Aa Aa Aa Aa 

M:MIII 

0.02 ± 0.02 0.04 ± 0.04 0.03 ± 0.01 0.06 ± 0.04 

Ab Aa Ab Aa 
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Grupos: GC – Controle, CH – Controle + OH, GD – Diabetes, DH – Diabetes + 

OH. Letra maiúscula: condição (saudável ou diabético); Letra minúscula: 

tratamento com ou sem OH. Valores com letras diferentes representam 

diferenças estatisticamente significantes para cada parâmetro analisado 

(p<0,05). 

 

 

5 DISCUSSÃO 

DM constitui uma epidemia moderna que afeta 382 milhões de 

pessoas em todo o mundo (Dede et al., 2014). Além disso, é uma doença 

heterogênea multiorgânica que afeta profundamente vários sistemas do corpo 

humano. Ela pode levar a alterações na angiogênese, redução no tempo de 

cicatrização, diminuição da expressão do fator de crescimento e alterar a 

microarquitetura óssea (Kanter et al., 2007). 

No presente estudo, foi utilizado o protocolo para estabelecer DM 

tipo 1 a partir da administração de STZ, a qual é eficaz na destruição das 

células β pancreáticas e causa consequente deficiência na secreção de 

insulina. Este método de indução é amplamente utilizado, tornando-o útil no 

momento de comparação dos resultados entre estudos com o mesmo modelo 

de indução. Baixas doses de STZ tem gerado um fenótipo ósseo consistente 

quando comparado aos estudos em humanos e modelos espontâneos, 

confirmando a utilidade deste método (Szkudelski, 2001; Motyl & McCabe, 

2009). 

A oxigenação hiperbárica (OH) é uma terapia relativamente nova e 

ainda não possui protocolos específicos relacionados à quantidade de sessões 

e ao intervalo entre estas sessões. O tipo de injúria e a severidade da mesma 

parecem ser essenciais no estabelecimento de protocolos ideais. Embora ainda 

não exista um número exato de sessões, tem sido observado que o tratamento 

tende a ser prolongado em lesões crônicas, sendo que a indicação para o 

tratamento de úlceras em pacientes diabéticos é de pelo menos dez sessões 
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de OH (Matos & Nunez, 1999; Weaver, 1999).  D’Agostino Dias et al. (2008) 

avaliaram 1506 indivíduos submetidos à OH e concluíram que foram 

necessárias em média 15 sessões de OH para tratamento de injúrias agudas, 

enquanto que para lesões crônicas foram necessárias 30 sessões. No presente 

estudo foram realizadas 15 sessões de OH a cada 48 horas com o objetivo de 

avaliar o efeito desta terapia nas propriedades biomecânicas e estruturais dos 

ossos de ratos diabéticos.  

A DM está associada a maior risco à fratura óssea. A redução na 

Densidade Mineral Óssea (DMO) e maior fragilidade óssea em alguns 

pacientes diabéticos, tem sido relacionada à redução nos níveis de vitamina D 

associada à hiperglicemia e aumento na excreção de cálcio na urina. 

Entretanto, estudos têm demonstrado que pacientes diabéticos podem 

apresentar níveis normais ou maiores de DMO e, ao mesmo tempo maior 

tendência às fraturas. Este fato indica que as fraturas ósseas em indivíduos 

com DM não estariam relacionadas apenas com o conteúdo mineral, mas 

também ao componente orgânico (Vestergaard et al., 2007). Assim, 

compreender melhor as propriedades do osso do diabético poderiam explicar o 

risco aumentado à fratura, embora a relação entre as propriedades 

biomecânicas e a proporção entre matriz colágena e mineral ainda não seja 

claramente entendida. 

As propriedades mecânicas são utilizadas para compreensão do 

comportamento mecânico de um material, que reflete a relação entre resposta 

ou deformação à carga aplicada (Rho et al., 1998). O osso é um órgão 

altamente complexo, apresentando uma estrutura hierárquica altamente 

organizada de seus constituintes minerais e orgânicos. Em condições 

fisiológicas, o osso apresenta componentes intrínsecos e extrínsecos de 

proteção que podem suportar cargas variadas e em direções distintas (Ritchie, 

1999; Felsenberg & Boonen, 2005).  

Ensaios mecânicos são importantes ferramentas que facilitam o 

conhecimento das propriedades mecânicas dos ossos. Para aferimento real 

das propriedades mecânicas o ensaio mecânico deve simular principalmente a 
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maior força solicitada quando em atividades normais. No fêmur, por exemplo, 

os principais esforços atuantes são os de compressão e de flexão. Neste 

estudo, utilizou-se o ensaio de flexão a três pontos devido ao fato deste método 

fornecer parâmetros fundamentais das propriedades mecânicas dos ossos, 

como a rigidez e energia (Jepsen et al., 2015). 

Rigidez óssea caracteriza a resistência à deformação do osso 

quando tensionado. A força máxima à fratura equivale à maior carga que a 

estrutura do osso pode suportar antes de fraturar. A energia mede a 

quantidade de energia absorvida pelo osso enquanto ele se deforma 

elasticamente, sem deformar-se permanentemente (Jepsen et al., 2015). 

No presente estudo, o DM diminuiu a força máxima à fratura, rigidez 

e energia, fato que demonstra que a DM altera as propriedades mecânicas do 

osso. A resistência óssea depende diretamente dos elementos estruturais dos 

ossos, que são organizados de forma hierárquica desde o menor ao maior nível 

da escala de comprimento (Felsenberg & Boonen, 2005). Em nível ultra 

estrutural da escala, a estrutura óssea contém basicamente colágeno tipo I, 

proteoglicanos, proteínas não colagenosas, além de cálcio e fosfato na forma 

de hidroxiapatita (Dempster, 2006). Assim, conhecer a quantidade e qualidade 

dessas estruturas presentes no osso torna-se muito útil a fim de se 

compreender melhor a resistência óssea. 

No presente estudo, para avaliação dos componentes estruturais da 

matriz óssea utilizou-se a espectroscopia FTIR por ATR. Nesta técnica o 

procedimento de preparação da amostra é reduzido, pois as amostras são 

colocadas em contato direto com um cristal com ATR antes das medições dos 

espectros (Kazarian & Chan, 2006; Aksoy et al., 2014), não necessitando de 

um agente de contraste (Kazarian & Chan, 2006). Assim, esta ferramenta tem 

sido muito empregada para análise de alterações químicas dos componentes 

da matriz óssea, possibilitando investigar o grau de desordem estrutural da 

hidroxiapatita e do colágeno (Boskey et al., 2005; Barth et al., 2011).  
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A razão das áreas dos picos entre 1660:1690cm-1 diminuíram nos 

animais diabéticos (GD e DH) comparado aos sadios (GC e CH), os quais 

apresentaram maiores quantidades de ligações cruzadas (PYR) na região da 

amida I. Por outro lado, a redução neste índice com a presença de DM sugere 

uma maior proporção de ligações cruzadas imaturas (DHLNL) em relação às 

maduras (PYR) (Barch et al., 2011; Fredericks et al., 2012). 

A razão entre as ligações cruzadas indica o estado de maturação 

das ligações cruzadas na fibrila colágena (Paschalis et al., 2003), às quais são 

importantes para as propriedades mecânicas e estruturais do osso (Gourion-

Arsiquaud et al., 2009). Portanto, as ligações imaturas DHLNL assim como sua 

forma madura PYR representam os tipos de ligações cruzadas enzimáticas 

mais encontrados nos ossos (Saito & Marumo, 2015). 

Além disso, sabe-se que caso ocorra redução de ligações DHLNL 

(ligações enzimáticas intrafibrilares) ou de PYR (ligações enzimáticas 

interfibrilares) pode ocorrer alterações na integridade estrutural óssea, com 

aumento da friabilidade das fibrilas e redução da energia absorvida necessária 

para fraturar (Barch et al., 2011), fato ocorrido no presente trabalho. Gourion-

Arsiquaud et al (2009) mostraram que ligações cruzadas intermoleculares no 

colágeno foram importantes para o desenvolvimento de matrizes subjacentes 

que serviriam de base à mineralização inicial e crescimento dos cristais de 

hidroxiapatita. 

O IC é definido como a fração do volume de cristalinidade em uma 

determinada amostra e representa a média em tamanho, perfeição e 

ordenamento dos cristais (Reyes-Gasga et al., 2013). Dessa forma, a partir dos 

resultados provenientes de AI e IC, onde houve redução nos diabéticos (DH e 

GD) comparando-os com os normoglicêmicos (GC e CH), pode-se sugerir que 

o DM alterou negativamente os mecanismos de deposição mineral. Boyar et al 

(2004) também relataram que o DM altera o tamanho dos cristais da matriz 

óssea em ratos diabéticos. 
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Danos na interface colágeno/cristais podem ocorrer a partir da 

descarboxilação das cadeias laterais de colágeno, reduzindo o número de 

ligações mediadas por íons entre as duas fases (Hubner et al., 2005), 

resultando em uma interface enfraquecida, com menor capacidade de transferir 

cargas do colágeno aos cristais, promovendo deformação maior quando 

tensionado (Deymier-Black et al., 2013). Entretanto, no presente estudo não 

ocorreram diferenças estatisticamente significantes entre os grupos na análise 

da proporção entre mineral e colágeno por M:MI, sendo que Bi et al. (2005) 

relataram que as bandas amida I e amida II poderiam ser utilizadas para 

determinar a orientação das fibras colágenas.  

Por outro lado, os animais com OH (CH e DH) apresentaram 

aumento na interação entre colágeno e os cristais quando comparados com os 

animais sem OH (GC e GD) em M:MIII. Estes resultados sugerem que a 

oxigenação hiperbárica aumentou as interações intermoleculares por meio de 

pontes de hidrogênio no colágeno, alterando a estrutura molecular, mas sem 

modificar a orientação das fibras (Chang & Tanaka, 2002).  

Além disso, o atual estudo mostrou que a OH aumentou ligações 

cruzadas maduras (PYR) em ratos diabéticos em relação aos diabéticos sem 

OH (GD). Saito & Marumo (2015) relataram que a PYR induz o padrão das 

ligações cruzadas, influenciam na mineralização da matriz óssea, aumentam 

força necessária à fratura e rigidez, assim como ocorreu no presente estudo. 

Porém, os mecanismos que regem as influências da OH nas ligações cruzadas 

do diabético ainda são desconhecidos (Thom et al., 2011). 

Alguns estudos experimentais em ratos documentaram os efeitos 

biomecânicos em ossos de ratos induzidos com STZ (Facchini et al., 2006; 

Zhang et al., 2007; Silva et al., 2009). Entretanto, os estudos apresentam 

diferenças em suas metodologias, especialmente no tempo de duração do DM, 

nas diferentes espécies de animais utilizadas e nas drogas de indução de DM 

(Korres et al., 2013). Apesar das diferenças metodológicas, estes estudos 

demonstraram consistentes reduções na força máxima à fratura nos grupos 
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diabéticos, assim como foi encontrado nos resultados do presente trabalho 

(Korres et al., 2013; Barth et al., 2011).  

 

6 CONCLUSÃO 

Os resultados sugerem que o DM altera a arquitetura estrutural da 

hidroxiapatita e do colágeno, caracterizada pela redução na capacidade em 

absorver energia, na força máxima à fratura e na rigidez, bem como aumento 

do risco de fratura. Além disso, a OH mostrou ser um importante tratamento ao 

melhorar propriedades no osso de ratos diabéticos. 
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